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® Peptides, anticorps diriges contre ces peptides, et procedes de detection et de dosage de 
papillomavirus HPV16. 

© La presente invention concerne des peptides contenant au moins un determinant antigenique des prcteines 
E6. E7. L1 ou L2 des papillomavirus humains, determinant specifique du papillomavirus humain ce type 16 : 
HPV16 

Ces peptides selon I'invention sont utiles principaiement dans des serodiagnostics pour detecter et coser 
des anticorps specifiques du papillomavirus du HPV16 dans des echantillons biologiques. 

Ces peotides couples a une molecule support presentant des proprietes immunogeniques sont egalement 
utilises pour produire des anticorps diriges contre ces epitopes afin notamment de detecter par des techniques 
.immunohistochimiques a I'aide de ces anticorps les cellules infectees par le virus HPV16. 
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PEPTIDES, ANTICORPS DIRIGES CONTRE CES PEPTIDES, ET PROCEDES DE DETECTION ET DE DOSAGE 

DE PAPILLOMAVIRUS HPV16. 
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La presente invention concerne des peptides contenant au moins un determinant antigenique des 
proteines E6. E7 t L1 ou L2 du papiiiomavirus humain de type 16 : HPV16. Ces determinants sont 

specifiques du virus HPV16. 

La presente invention concerne plus precisement des peptides notamment de 7 a 20 aminoacides. 
obtenus a partir de, c'est-a-dire comprenant en totalite ou en partie. une des dix sequences peptidiques ce 
9 a 14 aminoacides selectionnees parmi les meiileurs epitopes et les plus specifiques des quatre proteines 
mentionnees de HPV16 qui seront explicitees ci-apres. 

Ces peptides seton l'invention ont ete selectionnes de fagon originaie en vue principaiement a'une 
utilisation dans des serodiagnostics pour detecter et doser des anticorps specifiques du papillomavirus 
HPV16 dans des echantillons biologiques. ce qui n'avait jamais pu etre realise jusqu'a present. 

Mais, ces peptides couples a une molecule support presentant des proprietes immunogeniques. c'est- 
a-dire permettant une immunisation plus efficace contre les peptides, peuvent egalement etre utilises pour 
produire des anticorps diriges contre ces epitopes afin notamment de detecter par des techniques 
immunonistochimiques a I'aide de ces anticorps les cellules infectees par le virus HPV16. 
rs La presente invention concerne done aussi, d'une maniere generate, des procedes de detection etou 
dosage du virus HPV16 dans des echantillons biologiques. 

Et en particutier, la presente invention concerne un procede de detection etou de dosage d'anticcrps 
specifiques du virus HPV16 dans des serums humains et un procede de detection de proteines viraies de 
HPV16 par des techniques immunonistochimiques. 

L'invention concerne egalement lesdits peptides couples a un element de marquage. On entend dans la 
presente. demande par "element de marquage" une substance directement detectabte teile qu'une substan- 
ce radioactive, une substance Huorescente. ou encore un enzyme et ceci de maniere non limitative, ou une 
substance indirectement detectable, par example la biotine qui n'est pas detectable en tant que tel. mais 
via I'avidine ou la streptavidine. ces dernieres etant liees a une substance directement detectable, telle 
25 qu'une substance radioactive, une enzyme ou encore une substance Huorescente. 

La presente invention concerne egalement les anticorps obtenus a partir des peptides selon l'invention 
rendus immunogeniques par couplage a une proteine porteuse immunogenique via un lien chimique 
covalent. 

La presente invention concerne done egalement des conjugues des oeptides selon ('invention couples a 
30 une macrcmoiecule support presentant. si cela est souhaite, des propnetes immunogeniques. Les prccne- 
tes immuncgeniaues etant souhaitees. le conjugue est destine a preparer des anticorps. En revancne. 
lorsaue le conjugue est destine a faciliter I'adsorptton du peptide sur une phase sotide cans ie cacre a'un 
procede ce cetection et de dosage sur phase solide. on cherchera a utiliser une molecule succcrt 
presentant peu ou pas de proprietes immunogeniques. 
35 L'interet de invention dans ses dirferents objets est lie a ['importance croissante attnbuee au virus 
HPV16 dans les cancers du col uterin. 

De tous les cancers humains lies a des infections viraies. celui du col uterin est de loin le plus frecuent 
- pres de 16 % des cancers chez la fernme - avec une incidence de 500 000 femmes par an. 
essentieilement dans les pays en voie de deveioppement (Marx, 1986). Bien qu'il ait decline en inciaence 
4Q et en mortaiite grace a des programmes de detection precoce. ce cancer represente toujours un probteme 
de same publique important dans les pays d f Europe et d'Amerique du Nord de par I'augmentation de la 
frequence et de la precocite d'apparition des lesions dysplasiques (precancereuses). LMncidence de ces 
lesions varie de 3 k 5 pour mille par an selon les regions, avec une augmentation annuelle de 10 a 15 

Depuis plus de vingt ans. des etudes epidemtologiques ont revele un lien existant entre les dyspiasies 
45 gemtales (col uterin et vagin) et un facteur cancerogene a longue tatence. transmis par voie sexueile. De 
nombreux agents infectieux furent incrimines comme facteurs etioiogiques (dont le virus herpes simctex - 
HSV) mais ce n'est que recemment. sur base de donnees cytotogiques et d'experiences c'hybneation 
motecuiaire, que quelques types specifiques de papiiiomavirus humains (HPV) ont ete assoaes a plus ce 
90 % des lesions premaiignes et cancereuses du tractus genital (Ostrow et coll. 1987 ; zur Hausen, 1987). 
so Cette situation resulte d'une remarquable specificite de ces virus pour I'hote et le tissu qu'ils iniectent et ce 
('absence, meme encore actuellement. de systeme de propagation virale en culture cedulaire in vitro. 

Essentieilement epitheiiotropes. les papillomavirus ont leur cycle replicatif synchronise avec la cifferen- 
ciation des epitheliums squameux stratifies et seules les couches superficieiles - keratinocytes differences 
et corneocytes - contiennent des virus infectieux. 
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Cette dependence envers la differentiation epitheliale explique I'impossibilite actuelle de produire des 
particules virales in vitro et ('absence d'antigenes disponibles pour differencier serologiquement ces virus. 

^introduction des techniques de clonage et Implication de procedures d'hybridation moleculaire ont 
permis de contourner ces difficultes et de caracteriser une cinquantaine de papillomavirus humains 
impliques dans diverses lesions (revue : Mac Cance. 1986 ; Pfister. 1987). 

L'organisation structurale. remarquablement bien conservee entre eux, indique que leur genome viral 
est divise en deux regions : la region precoce contenant les phases de lecture ouvertes (ORF) El a E3 - 
qui coceratent pour les fonctions de replication episomaie. de contrdle transcriptionnel et de transformation 
- et la region tardive dont les deux ORF (LI et L2) produiraient les proteines de capside. Ces genes tardifs. 
qui ne sont exprimes qu'aux stades avances de la differenciation cellulaire, ne sont jamais exprimes en 
culture de keratinocytes in vitro (Pilacinski et coll, 1987). 

L'intection a papiilomavirus apparaTt comme I'evenement neoplasique le plus frequent survenant dans 
I'epithelium cervical des jeunes femmes, scuvent rapidement (1 a 2 ans) apres le debut de I'activite 
sexuelle. 

Les types d'HPV les plus frequemment retrouves dans ces lesions sont les HPV16 et 18 avec une 
frequence respective de 50 % (35 a 68 %) et 15 % (10 a 25 %). 

Si. approximativement. un quart des lesions regressent. la moitie persistent et un quart progressent 

(Syrjanen et coll. 1985). 

La capacite tumorale d'HPVi6 a ete etayee recemment par la transformation morphologique de lignees 
ceilulaires etablies de fibroblastes de souns et de rats (Yasumoto et coll. 1986 ; Kanda et coll. 1987 ; Ncda 
et coll. 1983) ainsi que celle de fibroblastes et de keratinocytes humains (Pirisi et coll. 1987). Les analyses 
transcnptionnelles des lignees ceilulaires contenant le provirus HPV16 revelent ^expression preaominante 
des sequences E6-E7 (Schwarz et coll. 1985 ; Baker et coll. 1987) et I'emploi d'anticorps diriges contre les 
proteines E6 ou E7 - expnmees par des vecteurs bacteriens ou eucaryotiques - confirme la presence des 
produits de ces deux genes dans les lignees de carcinome cervical (Seedorf et coil, 1987 ; Smotkin et coll. 
1987 ; Androphy et coil. 1987 ; Mallon et coll. 1987). 

Toutes ces analyses indiquent que. contrairement aux autres genes viraux, les genes E6 et E7 sont 
exprimes dans la vaste majorite des lesions premaiignes et cancereuses associees a Hnfection par HPV16. 

A cause du manque d'antigenes specifiques aux HPV, le role des mecanismes immunities humoral et 
cellulaire contre ces virus est bien moins connu chez retre humain. La plupart des donnees sur les 
reponses immunities aux HPV sont obtenues avec des melanges de ces virus utilises comme antigenes 
(Baird. 1983). 

Les rares etudes utilisant des antigenes specifiques montrent rimportance de la proteine structurale 
majeure de la capside viraie (LI) dans les reactions antigeniques. 

II convient ce souligner que si des peptides du virus HPV16 ont pu etre decrits dans i'etat ce la 
tecnntque. aucun n'cnt permis a'obtemr jusqu'a present des tests de detection specifique du virus HPV16 
qui permettent de concture avec certitude a I'infection ou non par ledit virus, notammeni dans le cadre de 
serodiagnostics. 

On peut citer en particulier un abrege recent d'une communication presentee en Mai 1988 au "7eme 
International Papillomavirus Workshop" ("Synthetic peptides and anti-peptide antibodies in the stuay of 
HPV16 capsid proteins", Barbara K. Beiss et al.) dans lequel les auteurs reconnaissent n'avoir pu 
selectionner aucun epitope permettant de mener a bien de fagon conciuante des tests de serodiagnostics 
pour la detection d'anticorps specifiques de HPV16. 

Precedemment. dans la demande de brevet EP 257 754 etait decrit un certain nombre de peptides 
constituant des epitopes de HPV16. Ces epitopes ont ete selectionnes pour des histodiagnosttcs. c'est- 
a-dire en vue de leur facuite de produire des anticorps, lesquels etaient utilises dans des tests mettant en 
oeuvre des techniques immunohistochimiques pour la detection de proteines de HPV16. Ces epitopes qui 
n'ont pas ete selectionnes dans les proteines L1 et L2. et qui sont plus longs que ceux proposes selon la 
presente invention, n'ont pas ete vaiides pour des test de serodiagnostics de detection d^nticorps 
} specifiques de HPV16. 

C'est pourquoi. un but de la presente invention etait principalement de proposer les epitooes les plus 
caracteristiques du virus HPV16 dans la perspective de detecter et doser dans le serum de femmes 
infectees la presence d'anticorps diriges contre les antigenes des HPV16 impliques dans les cancers du cot 
uterin. 

5 Un autre but etait d'obtenir des anticorps polyctonaux et monoclonaux diriges contre ces epitooes afin 
notamment de detecter par des precedes de detection immunohistochimiques les cellules infectees par 
HPV16 notamment dans les frottis et biopsies cervicales. 

Un autre but etait de proposer aes procedes et moyens utiles dans ces procedes pour detecter ecou 
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doser tes anticorps et anttgenes associes aux HPV16. 

Una technique de selection original a permis selon ('invention de selectionner dix courtes sequences 

peptidiques de 9 a 14 aminoacides. 

La presente invention a done pour objet des peptides contenant au moins un determinant antigenique 
5 specifique du papillomavirus de type 16 (HPV16), caracterises en ce qu'ils consistent en une sequence 
peptidique d'au moins 7 aminoacides comprenant en totatite ou en partie une des dix sequences 

peptidiques suivantes : 

(1) RXLPQLCTEli-; 
(Arg-Lys-Leu-Pro-Gln-Leu-cys-Thr-GIu-Leu) 

w qui correspond a la position 17-26 de la proteine E5. 

(2) EKQRHLOKKQ 
(Glu-Lys-Gln-Arg-Leu-Asp-Lys-Gin) 

qui correspond a la position 121-130 de fa proteine E6. 

(3) AEPDRAHYNIVTFC 

;s (Alu-Glu-Pro-Asp-Arg-Alu-His-Tyr-Asn-lle-Val-Thr-Phe-Cys) 

qui correspond a la position 45-58 de la proteine E7. 

(4) PIKKPNNNKI 
(Pro-lte-Lys-Lys-Pro-Asn-Asn-Asn-Lys-lle) 

qui correspond a la position 77-86 de la proteine L1 . 
20 (5)KHTPPAPKEDD 

(Lys-His-Thr-Pro-Pro-Alu-Pro-Lys-Glu-Asp-Asp 

qui correspond a la position 455-465 de la proteine L1 . 

(6)GKRKATPTT 
(Giy-Lys-Arg-Lys-Alu-Thr-Pro-Thr-Thr) 
25 qui correspond a la position 509-517 de la proteine L1. 

(7JTTAKRKKRKL 
(Thr-Thr-Alu-Lys-Arg-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Leu) 
qui correspond a la position 522-531 de la proteine LI. 

(8) MRHKRSAKRTK 

30 (Met-Arg-His-Lys-Arg-Ser-Ala-Lys-Arg-Thr-Lys) 

qui correspond a la position 1-11 de ia proteine L2. 

(9) NKQTLRTRSGK 
(Asn-Lys-Gln-Thr-Leu-Arg-Thr-Arg-Ser-Glu-Lys) 

qui correspond a la position 309-318 de la proteine 12. 
35 (10) YYMLRKRRK 

(Tyr-Tyr-Met-Leu-Arg-Lys-Arg-Arg-Lys) 

qui correspond a la position 452-460 de la proteine L2. 

Avantageusement, ces peptides selon I'inventton comportent ce 7 a 20 amincacices. 

Oe preference, on peut citer les sequence (1) a (10) completes, ainsi que les trois sequences suivantes 

-to 

• AEPORAHYN tiree de la sequence (3), 
-KHTPPAPKE tiree de la sequence (5). 
-NKQTLRTR tiree de la sequence (9). 

Oe preference encore, on utilisera les sequences (2). (3). (7) et (10). 
45 Et parmi celles-ci, avantageusement la sequence (2) : E K Q R H L D K K Q. 

Comme ii sera explicite plus loin, a des fins de couplage, les peptides selon la presente invention 
pourront comporter une cysteine terminate supplemental. 

La presente invention a egalement pour objet des precedes de detection et dosage d'anticorps 
Specifiques du papillomavirus humain de type 16 (HPVI6) dans des echantillons biologiques. dans lesaueis 
30 on met en oeuvre a titre de reactif des substances contenant des peptides sefon ^invention. 

Selon ('invention, ces peptides peuvent etre mis en oeuvre de diverses fagons seion le type de procede 
de detection et/ou dosage auquei on a recours. II existe en effet de nombreuses techniques de detection 
et/ou dosage d'anticorps bien connues de I'homme de Cart, en particulier les dosages immunologiques sur 
phase solide. Pour une application dans un type de dosage immunologique sur phase solide. les peptices 
selon i'inventon peuvent etre couples a une molecule destinee a s'adsorber sur la phase solide telle que la 
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paroi du recioient d'essai. 

Cette macrcmoiecuie pourra etre une proteine et devra alors avantageusement etre telle que pas ou 
peu d'anticorps !ui soient specifiques dans les serums testes. On utilisera par exemole la serum aibumine 
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de bovin (BSA) ou de preference la serum albumine" humaine (HSA). La HSA etant presente a haute dose 
dans tes serums humains. ceux-ci ne component pas d'anticorps qui lui soient specifiques. 

Les peptides pourront etre couples, par exemple. a la BSA sur les groupes carboxyliques avec comme 
agent de couplage la carbodiimide l-3-(dimethylaminopropyl)3-ethyl carbodiimide-HCL (ref. : HOARE & 
5 KOSHLAND (1967), J. Biol. Chem. 242, 2447-2453). 

On peut egalement realise un couplage au groupe amine (NH2) cle la proteine a Paide de glutaraldehy- 
de (ref. KAGEN. A & GLICK, M. (1979) "Oxytocin", Methods of Hormone Radioimmunoassay (B.B. JAFFE & 
H.R. BERHMAN. editions) pages 328-329, Academic Press, New York). 

On pourra egalement realise un couplage aux groupes phenoliques (Tyr. Trp, Phe) a I'aide de Bis-diazo 
10 benzidine (BOB) (ref. BASSIRI. R.M. DVORAK. J. et UTIGER. R.D. (1979) "Thyrotropin-Releasing Hormo- 
ne". Methods of Hormone Radioimmunoassay pages 46-47, Academic loress. New York). 

Pour conserver ses caracteristiques antigeniques. le peptide sera avantageusement couple a une de 
ses extremites. 

Un procede permettant d'assurer un couplage en terminaison du peptide consiste en I'addition d'une 
75 cysteine a I'extremite amino-terminale du peptide pour le couplage a I'albumine serique humaine. par 
I'intermediaire du m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimide (M.B.S.) (ref. : LERNER, R.A. et ai. (1981) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79. 3403-3407 ; KITAGAWA, T.. KAWASAKI. T.. et MUNECHIKA. H. (1982) J. 
Biochem. 92. 585-590).. 

La presente invention a done egalement pour objet les peptides additionnes si necessaire d'une 
20 cysteine terminale. 

Ces conjugues de peptides et d'un molecule adsorbabte sur phase solide seront utiles dans les 
procedes de dosage immunotogique en phase solide du type immunometrique. Oans le cadre ce ces 
dosages sur phase solide. le peptide peut egalement etre lie a la phase solide. via un lien covalent. 

Selon des dosages immunologiques en phase solide. objets de I'invention, una fois le peptide adsorbe 
25 ou lie de fagon covalente a la phase solide. on ajoute I'echantillon contenant les anticorps a doser. puis sou 
un second anticorps couple a un element de marquage, second anticorps reconnaissant les anticorps a 
doser, soit un peptide selon I'invention egalement dote d'un element de marquage. Apres addition si 
necessaire d f un element detectable reconnaissant et se fixant a 1'element de marquage dans le cas ou 
I'6l6ment de marquage ne comporte pas lui-meme un element directement detectable, on procede au 
30 lavage de la phase solide et a la lecture du signal emis par ('element detectable. 

La presente invention a done pour objet les conjugues d'un peptide selon I'invention avec une molecule 
susceptible de s'adsorber sur une phase solide utile dans un procede de dosage sur phase solide conforme 
a ('invention. 

Avantageusement. le peptide est couple a une macromotecule. notamment una proteine contre iaaueile 
is peu ou pas d'anticorps sont presents dans les echantillons biolcgiques a doser, notamment. la serum 
albumine de bovin ou la serum albumine humaine. 

Plus precisement. un procede selon ('invention est caracterise en ce que les conjugues des pectices et 
d'une molecule susceptible de s'adsorber sur phase solide sent adsorbes sur laaite phase souae. 
notamment sur la paroi d'un recipient d'essai avant incubation des serums a doser. puis les anticoros 
4<? specifiques du papillomavirus HPV16 presents dans les serums se fixent sur les peptides adsorces et sont 
reveles par des seconds anticorps introduits dans le recipient d'essai qui reconnaissent et se fixent sur 
lesdits anticorps specifiques de HPV16. lesdits seconds anticorps etant couples a un element de marquage. 
directement ou indirectement detectable. 

Avantageusement. selon la presente invention, lesdits seconds anticorps sont des anticorps mcnocio- 

45 naux anti-IgG ou anti-IgM humains. 

A titre de recipient d'essai, on peut utiliser des plaques de microtitration. 

Selon la presente invention a titre d'element de marquage sur lesdits seconds anticorps. on utilise une 
molecule directement detectable, telle qu'une molecule radioactive cu une molecule fluorescente ou encore 
une enzyme. 

50 Toutefois. dans un mode de realisation de la presente invention un element de marauage consiste en 
une molecule indirectement detectable teile que la biotine, celle-ci etant detectee uiteneurement par 
Cadjonction d'une solution contenant de I'avidine ou de la streptavidine, ces derniferes substances etant 
elles-memes dotees d'une molecule directement detectable, comme une enzyme dans le cacre de oosage 
du type ELlSA ou une substance fluorescente teiie que ('Europium dans le cadre a'un dosage cu tyce 

55 DELFIA (ref. : FLUOROIMMUNOASSAYS AND IMMUNOFLUOROMETRIC ASSAYS - Clin. Chem. 31 3 - o. 
359-370 (1985) - Mkka Hemmila ; EUROPIUM AS A LABEL IN TIME-RESOLVED IMMUNOFLUROMETRlC 
ASSAYS - Analytical Biochemistry 137 p. 335-343 (.1984) - llkka Hemmila et al.). 

Les procedes de dosage mertant en oeuvre les techniques ce type ELlSA avec cemme e=ement 



5 



0 EP 0 375 555 A1 ^ 

detectable une enzyme sont applicables pourvu qu'elles soient suffisamment sensibles. Les techniques de 
dosage radioimmunologique du type immunometrique comprenant notamment 1'utilisation de I'iode 125 ou 
encore les techniques par fluorescence du type DELFIA comportant ('utilisation d'une molecule fluorescente 
comme molecule detectable sont suffisamment sensibles pour la detection d'anticorps specifiques de 

s THPV16 dans les serums humains. 

C'est pourquoi dans un mode de realisation particulier de ('invention, on aura recours a un procede de 
dosage immunoiogique du type DELFIA dans lequel lesdits seconds anticorps sont lies a de la biotine qui 
est ulterieurement reconnue par de la streptavidine couplee a un complexe d'Europium. 
On peut citer plus precisement un procede dans lequel : 
io - le peptide couple a de la BSA ou de la HSA est adsorbe sur la phase solide consistant dans la paroi du 
recipient d'essai, telle qu'une plaque de microtitration, laquelle est ensuite lavee, 

- les sites non specifiques de la phase solide sont ensuite bloques par une solution saturante. 

- les serums des patientes sont ensuite incubes dans le recipient ou sur les plaques, puis celles-ci sont 
tavees, 

;5 - des anticorps monoclonaux anti-IgG ou anti-IgM humains biotinyles sont incudes, puis la phase solide a 
nouveau lavee. 

- le recipient lave est ensuite incube avec de la streptavidine marquee a Teuropium, 

- une solution permettant la liberation des ions Europium et leur incorporation dans des edifices micellaires 
est ajoutee, 

20 - et enfin. on effectue la lecture au fiuorometre. 

La presente invention a done egalement pour objet une trousse de dosage mettant en oeuvre un 
procede seion rinvention, caracterisee en ce qu'elle comporte une phase solide sur laquelle sont adsorbes 
ou lies des peptides selon rinvention. 

On peut citer une trousse de dosage mettant en oeuvre un procede de dosage immunoiogique de type 
25 DELFIA, caracterisee en ce qu'elle comporte en outre des solutions d'anticorps monoclonaux anti-IgG ou 

anti-IgM humains biotinyles. 

La presente invention a egalement pour objet les anticorps obtenus a partir des peptides selon 
rinvention, rendus immunogeniques par couplage a une proteine porteuse immunogenique, telle que la 
serum albumine de bovin, la serum aibumine humaine. la gamma globuiine bovine, des polypeptides tels 
30 que la potylysine, le copoiymere de poly-L-lysine acides polyglutamiques, des glycoproteines teiles que les 
tipopolysaccharides. ou encore des proteines teiles que I'hemocyanine de patella (KLH) et la tyroglobuiine 
porcine (Tg). Bien entendu. ces proteines immunogeniques sont citees a titre non limitatif. 

Les anticorps. objet de la presente invention, peuvent etre aussi bien des anticorps polyclonaux que 
monocionaux obtenus par les techniques connues de I'homme de Tart. 
35 La presente invention a done egalement pour objet un procede de detection de proteines virates 
specifiques ae HPV16 selon les techniques immunohistochimiques mettant en oeuvre ces anticorps seicn 
('invention lies a un element de marquage. 

D'autres caracteristiques et avantages apparaftront a la lumiere des exemples qui vont suivre. 
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EXEMPLE 1 : Detection par hybridation des papillomavirus humains dans dlfferents types de 
lesions ge nital es 

On a tout a'aoord etabli une collection de tissus (frottis et biopsies) et de serums de patientes infectees 
45 par HPV16 ou HPV18 pour la mise au point ulterieure des histo- et serodiagnostics. 

La presence d'ADN viral a ete testee sur des biopsies provenant d'environ quatre vingts patientes 
frangaises ou maghrebines atteintes d'un carcinome epidermoVde invasif (n = 69) ou d'un adenocarcinome 
(n = 8) du col uterin. 

Le grattage direct du tissu cancereux sur filtre a ete confirme par dot blot sur I'ADN extrait d'une 
so portion de la biopsie. Les sondes sont marquees par "multiprime DNA labelling" et hybridees en presence 
de lait degraisse en poudre (milieu BLOTTO : 6 X SSC-Regilait 0.25 % ; Johnson et coll. 1984). Une 
analyse plus detailiee des tumeurs positives a ete faite par "Southern blotting" pour verifier la presence du 
virus sous forme episomaie ou integree dans les chromosomes, en copies uniques ou multimeriques 
(transfert sur filtre nylon en presence d'acetate d'ammonium : Smith et Summer, 1980). 
ss Contrairement a ce que suggeraient certaines etudes, nous avons d^tecte la presence d'HPV/16 non 
integre dans le genome cetlulaire d'un petit nombre de patientes traitees pour un carcinome epidermoVde 
invasif (n = 4). 

Au total, 48 % de ces patientes sont infectees par HPV16 (43 % de Maghrebines - 55 % ce 
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Frangaises) et 15 % par HPV18 (14 % de Maghrebines - 16 % de Frangaises). La nationality les parametre 
famiiiaux (nombre d'enfants. ...). le dossier histopathologique (gravite des infiltrations inflammatoires. 
differenciation du stroma et taiile. densite et nombre des cellules tumorales, ...) ainsi que la stade de la 
lesion selon !a classification T.N.M. (Tumor Node Metastasis) n'ont reveie aucune difference statistiquement 

valabie. . , 

Seul I'age des patientes semble indiquer une legere predisposition a ('apparition du cancer chez les 

femmes infectees par HPV16. 



/o EXEMPLS 2 : Selection de peptides synthetiques 

Des aigonthmes ont ete utilises pour predire !a structure secondaire de chaque proteine (Gamier et 
coll., 1973) et determiner la formation d'helices amphipatiques. Pour celtes-ci. !e moment hydrophobique 
moyen et I'hydrophobicite moyenne sont calcules selon la procedure d'Eisenberg et coll (1982. 1984) 

is ameiioree. . , 

La procedure initiale d'Eisenberg permettait de determiner, a partir de la sequence en acides amines. 

les regions globulaires. de surface et. membranaires d'une proteine quelconque. 

L'apport original de ^invention a ete le perfectionnement de cette methode d^nalyse de mantere a 
mettre en evidence de tres courtes regions au sein de ta proteine jouant le role de recepteurs vis-a-vis 
20 d'une autre proteine. a savoir le couple antigene-immunoglobuline. 

Un segment de 7.9 et 1 1 acides amines est deplace (e long de la sequence proteique et rhydrophobici- 
te moyenne ainsi que le moment hydrophobicue moyen sont calcules par segment. 

Ces deux parametres sont ensuite places comme une fonction de I'acide amine central du segment. 

tout au long de la sequence. 
25 Ces calculs utilisent rechelle normalisee d f hydrophobtcite d'Argos et coll (1982). 

Dix peptides (de 9 a 14 aminoacides) sont ainsi selectionnees dans quatre ORF virates (E6. E7. LI et 

L2). 

Pour estimer la specificite de ces peptides, une recherche d'homologie a ete menee par le programme 
de comparaisons de sequences peptidiques de Sellers et Goad, tel qu'il se trouve impiemente dans un 
ao logiciel. 

Les comparaisons ont porte sur les proteines E1 . E2. E6. E7. L1 et L2 des papillomavirus suivants : 
HPV1 a . HPV 5 . HPV br HPV8. HPV11. HPV16, HPV18 et HPV33 

Ce criblage a permis de selectionner les dix sequences (9 a 14 aminoacides) speciflques d^PVlS 

suivantes : 
35 (l)RKLPQLCTEL 

(Arg-Lys-Leu-Pro-Gin-Leu-Cys-Thr-Glu-Leu) 

Gui ccrresoond a la position 17-26 de la proteine E6. 

(2) EKQRHLOKKQ 
(GIu-Lys-GIn-Arg-Leu-Asp-Lys-Gln) 

40 qui corresoond a la position 121-130 de la proteine E6. 

(3) AEPORAHYNIVTFC 
(Alu-Glu-Pro-Asp-Arg-Alu-His-Tyr-Asn-lle-Val-Thr-Phe-Cys) 

qui correspond a la position 45-58 de la proteine E7. 

(4) P I K K P N N N K I 

us (Pro-lle-Lys-Lys-Pro-Asn-Asn-Asn-Lys-lle) 

qui correspond a la position 77-86 de la proteine L1 . 

(5) KHTPPAPKEDD 
(Lys-His-Thr-Pro-Pro-Alu-Pro-Lys-Glu-Asp-Asp 

qui corresoond a ta position 455-465 de la proteine Ll. 
50 (B)GKRKATPTT 

(Gly-Lys-Arg-Lys-Alu-Thr-Pro-Thr-Thr) 

qui correspond a la position 509-517 de la proteine LI. 

(7}TTAKRKKRKL 
(Thr-Thr-Alu-Lys-Arg-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Leu) 
55 qui corresoond a la position 522-531 de la proteine LI. 

(8)MRHKRSAKRTK 
(Met-Arg-His-Lys-Arg-Ser-Ala-Lys-Arg-Thr-Lys) 
aui correspona a la position 1-11 de la proteine L2. 
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(9) NKQTLRTRSGK 
(Asn-Lys-GIn-Thr-Leu-Arg-Thr-Arg-Ser-Glu-Lys) 

qui correspond a la position 309-318 de la proteine L2. 

(10) YYMLRKRRK 

5 (Tyr-Tyr-Met-Leu-Arg-Lys-Arg-Arg-Lys) 

qui correspond a la position 452*460 de la proteine L2. 

Ces peptides selectionnes par ces algorithmes ont ete synthetises selon les methodes maintenant bien 

connues de rhomme de i'art. 
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EXEMPLE 3 : Mise au point de serodiagnostics 

Les peptides synthetiques (couples a la BSA) sont testes par ELISA et DELFIA avec les anticorps 
diriges centre eux avant d'etre testes avec les serums de patientes infectees par HPV16. 
/s Les antigenes viraux sont adsorbes sur le plastique avant incubation des serums dans les cupules. Les 
anticorps fixes sont reveles par des anticorps secondaires anti-lapin ou anti-souris de chevre couples a la 
peroxydase ou la biotine. 

La technique de dosage immunologique non isotopique DELFIA (Dissociation Enhanced Lanthanide 
Fiuoroimmunoassay) implique ('utilisation d'un anticorps ou de streptavidine lie(e) a un ion Europium (Eu 2 ) 

20 avec des derives de I'EDTA. 

La fluorescence des chelateurs lanthanides est mesuree par TR-FIA (Time-resolved fiuoroimmunoas- 
say) afin de profiter de la tres haute sensibiiite de cette procedure. Cette technique profite egalement des 
autres proprietes des chelateurs lanthanides comme la tres grande difference de longueur d'onde entre 
leurs pics d'emission et d'absorptton, leur bruit de fond fortement reduit en fluorescence et leur region 

25 d'excitation relativement large (Hemmila et coll. 1984). 



A) Protocole DELFIA 

J0 !. Le peptide couple a la BSA (10 tig/ml PBS) est adsorbe sur les puits de plaques a microfiltration 

toute la nuit a 4 # C (50 ul/puits) (Titertek, Microstrips 12 Wells P.S. catalogue n* 78.591.99). Les plaques 
sont ensuite lavees 5 fois a I'aide de NaCL 9 %q - Tween 0.025 %. 

2. Les sites non specifiques sont ensuite bloques par du PBS -FCS 20 % (FCS : serum ce veau 
foetat - decompiemente) 2 h a temperature amoiante (200 ul.puits). 

25 Les plaques sont ensuite lavees 5 fois a I'aide de NaCL 9 %o - Tween 0,025 

3. Les serums des patientes. diiues 100 fois dans du PBS - FCS 20 % - Tween 0.1 "o. sont incuces 
la nuit a 4* C (50 aLpuits). 

Les plaques sont ensuite lavees 5 fois a I'aide de NaCl 9 %<» - Tween 0.025 °o. 

4. Les anticorps monoclonaux de rat anti-igG humains biotinyles (ref. LO-HG-22 : Experimental 
40 Immunoioigy Unit CIos Chapeite aux Champs. 30. 1200 BRUXELLES) sont diiues (400 ng/ml) dans du PBS 

- FCS 20 °'o - Tween 0.1 % avant d'etre incubes 2 h a temperature ambiante (50 aUpuits). 
Les ptaques sont ensuite lavees 5 fois a I'aide de NaCI 9 %o - Tween 0,025 %. 

5. Les puits sont ensuite incubes avec de la streptavidine -Europium (L.K.B. Wallac P.O. Box 10. 
200101 Turku. FINLAND) (250 ng/ml ; 50 ul) pendant 30 min., laves 5 fois puis mis en presence ae 

45 ^enhancement solution" (100 ui) pendant 5 min. (L.K.B. Wallac) (ref. 1244-104). 

L* "enhancement solution" est une solution constitute par un tampon acetate-phtatate 0 t 1 M PH 3.2 de 
TritonX-100 I g. l. de 2-Naphthoyitrifluoroacetone (2*NTA) 15 am, et d'oxide de Tri-noctylphosphine (TOPO) 
50 am. Elle permet de liberer rion Europium (Eu* 3 ) lequel se trouve ensuite incorpore dans des chelates 
miceilaires (Eu-(2-NTA) 3 <TOPOh-3) hautement fluorescents qui font Tobjet d'une lecture au fluorometre. 
so 6. Lecture au Muorometre "Arcus 1230" TR-FIA (L.K.B. Wallac). 

L'emploi d f un anticorps monoclonal ami IgG humain permet d'augmenter la reponse specifique et de 
diminuer le bruit de fond. On entend par "bruit de fond" la reponse d'anticorps qui se fixent de fagon non 
specifique sur les puits ainsi que d'anticorps aui reconnaissent et se fixent sur la BSA. 

Les caracteristiques onginaies de ce protocole DELFIA et qui ont permis a'aboutir a un abaissement du 

55 bruit de fond sont egaiement : 

- !e fait de btoquer les sites non specifiques avec une solution de PBS et serum de veau foetal 
decomoiemente au lieu a'utiliser de la BSA. 

* le fait egalement ce diluer les serums de patientes dans une solution de PBS-FCS 20 % et additionnee de 
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Tween. alors qu'en general les serums de patientes sont dilues dans des solutions de BSA ou lait 

degraisse. 



s B) Resultats 

Le protocole ci-dessus a permis que le bruit de fond du signal du a la proteine poneuse soit fortement 
reduit Pour plus de 80 % des serums (cancers ou normaux), il se situe actueilement a moms de 3000 
coups par seconde (cps) comme il apparalt dans le tableau 1 ci-apres (valeur en cps). 
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TABLEAU 1 



75 



20 



25 



30 



35 



JO 



45 



Moyenne 



Enfants (n 
= 34) 



1.411 



Adultes 
normaux (n 
41 



1.794 



Cancers du col 
uterin (n =91) 



2.362 




Les peptides selectionnes ont ete testes sur des serums provenant : 
. de patientes atteintes d'un cancer invasif du col uterin (n = 91) et dont on a pu determiner, pour une 
portion d'entre elle. 1'infection, ou non par HPV 16 par hybridation moiecula.re sur I'AON extra.t de b.opsies. 

- d'adultes asymptomatiques (n * 41) dont nous connaissons la valeur en vitesse de sedimentation ces 
proteines pour 30 de ces serums, 

- d'enfants tres jeunes (1 h 5 ans ; n = 34) hospitalises pour differentes affections. II s'agit d une population 
dont nous connaissons le dossier pathologique et que Ton peut considerer comme temoin negative dans la 
mesure ou aucune contamination d'ordre sexuelle n'a put intervenir, ce qui est une condition pour I infection 

Oes 1 quatre peptides (2). (3). (7) et (10) comme references precedemment. testes sur plus de 220 
serums le peptide (2) presente dans les conditions actuelles de purete et de couplage la me.lleure reponse 
soecifique a une infection par le virus HPV16 par rapport aux autres peptides. Ceci est vraisemblablement 
du au fait que la structure du peptide (2) permet d'assurer que le couplage avec la BSA s'est fait en 
extrem.te du oeptide. preservant ainsi ses determinants antigeniques. ce qui n'a sans doute pas ete le cas 
pour les autres peotioes, compte tenu du fait que le couplage a ete realise seion la procedure class.aue en 
utilisant ccmme agent ce couplage la carbodiimide. t 

La "cut off value" c'est-a-dire la valeur au deia de laquelle une presence d'anticorps specifioues ce 
HPV16 est significative, est estimee a 15 000 cps. En effet. cette valeur est conventionnellement assimuee 
k la valeur moyennne d'une population non infectee additionnee de trois fois la deviation standard, ce qu. 
correspond en prenant la population d'enfants : moyenn (3.265) * 3 x ecart type (3945) = 15 101 cps). 

La reponse spec.fique au peptide (2) (signal total - "bruit de fond") exprimee en pourcentage de la 
population selectionnee est indiquee dans le tableau 2 suivant : 



so 




a : 0-5000 ; b : 5-10000 ; c : 10-15000 ; d : 15-20000 ; e : 
20-25000 : f : 25-50000 : g:> 50000 : h :> 1 5000. 



55 



II convient de remarquer au'une valeur ce 7 % de reponse specifiaue pour une population d adultes 
asymptomatiGue est tres revelatrice ce inexactitude du test. II est en erfet generaiement adm.s que cette 
valeur correspond a ceile ce sujeis a risque cans une population asymptomatique. c'est-a-dire ae sujets 
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infectes par HPV16 mais dont les lesions precancereuses ne sont pas declarees. Ce fait est corrobore par 
la valeur nuiie obtenue entre 15-20000 cps. 

D'autre part, la valeur de 33 % obtenue a partir d'une population de cancers du col uterin confirment 
les donnees admises selon lesqueiles le virus HPV16 se trouve associe a environ 40 % des cancers du col 
5 uterin (ref- : Mc CANCE, D.J.. CHESTER. P.M., CAMPION, M.J. et at. (1986) Br. Obster. Gynaecol. 92. 
1101-1105 ; DURST. M., GiSSMANN. L, IKENBERG. H. et zur Hausen, H. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 80, 3812-3815). 

Le signal specifique au peptide n'est correie : 
- ni a une valeur elevee de vitesse de sedimentation du sang des adultes asymptomatiques (donneurs de 



- ni a des symptomes cliniques particuliers Chez les enfants : allergies, infections - virus EBV, streptoco- 
ques. oreillons. syndromes inflammatoires. etc). 

En outre, et surtout pour les carcinomes uterins. une tres bonne correlation ( 80 %) apparait entre ies 
femmes infectees ou non par HPV16 par confirmation de la presence du virus dans les biopsies par 
is Southern Blotting et le signal speciriques au peptide (2). 

EXEMPLE 4 : Mlse au point d'histodlagnostic 

20 Les lapins sont immunises centre les peptides synthetiques (couples a la KLH) par trois injections 

intraaermiques (500 mg de peptide). 

Les anticcrps poiyclonaux ce ces serums sont testes par EL1SA (ies antiserums ont reconnu leur 
peptide couple a la BSA). 

Les souris sont immunisees contre les proteines virales par injections sous-cutanees ou peritoneaies 
25 (100 mg de peptide). 

Les anticorps monocionaux diriges contre les peptides synthetiques sont obtenus par fa methode 
decrite par Kolher et Milstein (1975). lis sont testes ensuite par la methode OELFiA. 
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Revendfcatlons 

1. Peptide contenant au moins un determinant antigenique specifiaue du papillomavirus de type '6 
40 (HPV16), caracterise en ce qu'il consiste en une sequence peptidique d'au moins 7 aminoacides ccmcre 

nant en totaiite ou en partie une des sequences peptidiques suivantes : 

(1) RKLPQLCTEL 

(2) EKQRHLDKKQ 

(3) AEPDRAHYNIVTFC 
45 (4) P I K K P N N N K I 

(5) KHTPPAPKEOO 

(6) GKRKATPTT 

(7) TTAKRKKRKL 

(8) MRHKRSAKRTK 
50 (9)NKQTLRTRSGK 

(10) YYMLRKRRK 

2. Peptide selon la revendication 1 , caracterise en ce qu'il comporte de 7 k 20 aminoacides. 

3. Peptide selon Tune des revenaications 1 et 2, caracterise en ce qu'il consiste en une secuerc 
pepttaique choisie parmi une des sequences (1) a (10) completes et les trois sequences 

55 -AEPDRAHYN 
-KHTPPAPKEE 
-NKQTLRTR 

4. Peptide seion i'une des revenaications 1 a 3. caracterise en ce qu'il est choisi parmi les secuences 



11 



EP 0 375 555 A1 



(2) E K Q R H I 0 K K Q 

(3) AEP0RAHYNIVTFC 
(7)TTAKRKKRKL 

(10) YYMLRKRRK 

5. Peptide selon la revendication 4, caracterise en ce qu'il consiste en la sequence (2)EKQRHLDK 
K Q . 

6. Peptide selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il est additionne si 
necessaire d'une cysteine terminale. 

7. Procede de detection et dosage d'anticorps specifiaues du papillomavirus humain de type 16 
(HPV16) dans des echantillons biologiques. caracterise en ce qu'on utilise un reactif comportant un peptide 
seion Tune des revendications precedentes. 

3. Conjugue d'un peptide selon Tune des revendications precedentes et d'une molecule susceptible de 
s'adsorber sur une phase solide utile dans un procede de dosage en phase soiide selon la revendication 7. 

9. Conjugue selon la revendication 8, caracterise en ce que le peptide est couple a une macromoiecule 
contre laquelle peu ou pas d'anticorps dans les echantillons biologiques a doser sont presents. 

10. Conjugue selon la revendication 9. caracterise en ce que le peptide est couple a de la serum 
albumine de bovin ou de la serum albumine humaine. 

11. Peptide selon i'une des revendications I a 7. caracterise en ce qu'il est dote d'un element de 
marquage utile notamment dans un procede selon la revendication 7. 

12. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que des conjugues selon I'une des revendica- 
tions 8. 9 et 10 sont adsorbes sur une phase solide notamment sur la paroi d'un recipient d'essai avant 
incubation des serums a doser. les anticorps specifiques du papillomavirus HPV16 se fixant sur les 
peptides et etant reveies par des seconds anticorps introduits dans le recipient qui reconnaissent et se 
fixent sur iesdits anticorps specifiques de HPV16, seconds anticorps couples a un element de marquage 
detectable. 

13. Procede selon la revendication 12. caracterise en ce que Telement de marquage est une molecule 
directement detectable telle qu'une molecule radioactive, une molecule fluorescente ou une enzyme, ou 
une molecule indirectement detectable telle que la biotine. 

14. Procede selon I'une des revendications 11 et 12, caracterise en ce que Iesdits seconds anticorps 
sont des anticorps monoclonaux anti-IgG ou anti-IgM humains. 

15. Procede selon I'une des revendications 12 a 14, caracterise en ce qu'il consiste en un procede de 
dosage immunoiogiaue du type OELFIA dans lequel Iesdits seconds anticorps sont couples a de la biotine 
et sont reveies apres fixation sur ies anticorps specifiques de HPV16 lies aux peptides adsorbes sur phase 
solide. par de la streptavidine couplee a un compiexe d'Europium. 

16. Procede selon la revendication 15. caracterise en ce qu'il comporte ies etaces suivantes : 

- le peptide couoie a de la BSA ou de la HSA est acsoroe sur la phase soiice consistent cans la parci cu 
recipient d'essai, laqueile est ensuite lavee, 

- les sites non specifiaues de la phase solide sont ensuite bloques par une solution saturante. 

• les serums des patientes sont ensuite incubes dans le recipient, puis celui-ci est lave. 

- des anticorps monoclonaux anti-IgG humains biotinyles sont a leur tour incubes, puis la phase soiice a 
nouveau lavee, 

• le recipient lave est ensuite incube avec de la streptavidine marquee a I'Europium. 

- une solution favonsant la liberation de I'Europium est ajoutee. et enfin 

- on effectue la lecture au Muorometre. 

17. Trousse de dosage mettant en oeuvre un procede selon Tune des revendications 7 et 12 a 16. 
caracterisee en ce qu'elle comporte une phase solide sur laquelle sont adsorbes ou lies des peptides seion 
I'invention. 

18. Anticorps poiyclonaux et anticorps monoclonaux obtenus a partir des peptides seion I'une ces 
revendications 1 a 7, conjugues a une proteine porteuse immunogenique. 

19. Procede de detection de proteines virales specifiques du virus HPV16 selon une tecnnique 
immunohistochimique, caracterise en ce qu'on utilise un anticorps selon la revendication 18, couple a un 
element de marquage consistent en une substance directement ou indirectement detectable. 
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